การสังเคราะห์สารประกอบกลูโคซิลจิบเบอเรลลิน (GA) และการศึกษาหน้าที่ของเอน"ซม์ GA เบตากลูโคซิเดสจากข้าว by Yanling Hua
หยานหลิง หวั : การสงัเคราะห์สารประกอบกลูโคซิลจิบเบอเรลลิน (GA) และการศึกษา 
หนา้ท่ีของเอนไซม ์GA เบตากลูโคซิเดสจากขา้ว (SYNTHESES OF GIBBERELLIN (GA) 
GLUCOSYL CONJUGATES AND FUNCTIONAL STUDIES OF RICE GA β-
GLUCOSIDASE) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ศาสตราจารย ์ดร.เจมส์  เกตุทตั-คาร์นส์, 157 หนา้. 
 
เพื่อตรวจหาเอนไซม์เบตา-ดี-กลูโคซิเดสท่ีสามารถไฮโดรไลส์สารประกอบจิบเบอเรลลิน 
(gibberellins, GA) จากขา้ว  สารประกอบจิบเบอเรลลิน 9 ชนิด ไดแ้ก ่ acetylated และ deacetylated 
gibberellin GA4 glucosyl ester (GA4-Glc)  acetylated และ deacetylated GA3 glucosyl ester  GA4 
methyl ester  GA3 methyl ester  3-O-β-D-glucopyranosyl gibberellin A3 methyl ester  13-O-β-D-gluco-
pyranosyl gibberellin A3 methyl ester และ β-D-glucopyranosyl gibberellin A4 methyl ester 
ถูกสงัเคราะห์ขึน้  และโครงสร้างของสารเหลานี่ ้ ถูกวิเคราะห์ดว้ย NMR และ LC-MS spectrometry 
เพื่อตรวจหาเอนไซม ์GA เบตา-ดี-กลูโคซิเดสจากขา้ว เอนไซมเ์บตา-ดี-กลูโคซิเดสสกดจากตน้ั  
และใบของขา้วท่ีมีอาย ุ10 วนั และแยกใหบ้ริสุทธ์ดว้ย 7 ขนัตอนแลว้้ ตรวจหาเอนไซมโ์ดยการตรวจวดั 
การยอยสลายของ ่ p-nitrophenyl β-D-glucopyranoside (pNPGlc) และ GA4-Glc พบเอนไซมไ์กลโคไซด ์
ไฮโดรเลส ตระกูล family 1 glycoside hydrolase (GH1) ท่ีสามารถยอย ่ GA4-Glc ไดคื้อเอนไซม ์
OS4BGlu13 เบตากลูโคซิเดส ซ่ึงพิสูจน์ไดโ้ดยการวิเคราะห์ดว้ยวิธี LC-MS ของเปปไทดท่ี์ไดจ้ากการ 
ยอยของเอนไซ่ มท์ริปซิน 
แนวทางท่ีสองท่ีใชต้รวจหาเอนไซม ์GA เบตา-ดี-กลูโคซิเดสคือการทดสอบการยอยสลาย ่
pNPGlc และ GA4-Glc โดยเอนไซมไ์กลโคไซด์ไฮโดรเลสตระกูล GH1 ซ่ึงเป็นเอนไซมส์ายผสม 
จากขา้ว 5 ชนิด ไดแ้ก ่ Os3BGlu6  Os3BGlu7 (BGlu1)  Os4BGlu12  Os3BGlu18  และ Os9BGlu31 
พบวา่  เอนไซม ์Os3BGlu6 มีความสามารถสูงสุดในการยอย่ สลาย GA4-Glc เพื่อเปรียบเทียบกลไก 
การยอยสลายของเอสเทอร์ ่ (ester) และไกลโคไซด์ และการศึกษาการจบัของ GA4-Glcโดยเอนไซม ์ 
เอนไซม ์Os3BGlu6 และเอนไซมก์ลายพนัธ์ุท่ีมีการดดัแปลงกรดอะมิโน M251N  E178Q  E178A  
E394D และ E394Q ถูกสร้างขึนมาเพ่ือทดสอบการยอยสลายของ ้ ่ pNPGlc และ GA4-Glc พบวา่  
เอนไซมก์ลายพนัธ์ุ Os3BGlu6 M251N สามารถยอย่ สลาย pNPGlc ไดร้้อยละ 52 และ GA4-Glc ได ้
ร้อยละ 89 เม่ือเปรียบเทียบกบเอั นไซม์ดงัเดิม ้ Os3BGlu6 เอนไซมก์ลายพนัธ์ุท่ีตาํแหนงแอซิด่ -เบส 
E178Q และ E178A ไมสามารถยอย่ ่ สลาย pNPGlc ได ้แตยงัคงสามารถยอย่ ่ สลาย GA4-Glc ไดร้้อยละ 13 
และ ร้อยละ 22 ตามลาํดบัเม่ือเทียบกบเอนไซมด์งัเดิม  เอนไซมก์ลายพนัธ์ุท่ีตาํแหนงั ่้  นิวคลีโอไฟล ์
E394D และ E394Q ไมสามารถยอย่ ่ สลายไดท้งั ้ pNPGlc และ GA4-Glc 
การทดสอบการโยกยา้ยหมูนํ่ ้ าตาลของเอนไซม  ์Os3BGlu6 ดังเดิม้ และเอนไซม์กลายพนัธ์ุ 
พบวา่ เอนไซม ์ Os3BGlu6 E178Q และ E178A สามารถสร้างผลผลิตจากการเคล่ือนยา้ยหมูนาํตาลได้่ ้
เม่ือ pNPGlc หรือ GA4-Glc เป็นนาํตา้ ลหมูใหแ้ละ่ เอไซดเ์ป็นหมูรับ ซ่ึง่ แยกผลิตภณัฑท่ี์ไดอ้อกจากกนั 
ดว้ย HPLC และวิเคราะห์ดว้ย NMR และ mass spectrometry ของผลผลิตท่ีไดต้รงกบั β-D-gluco-
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pyranosyl azide การทาํงานของเอนไซมก์บคาพีเอชสาํหรับั ่ การเคล่ือนยา้ยหมูนาํตาลระหวาง่ ่้ เอไซดแ์ละ 
GA4-Glc ถูกทดสอบในบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเตทและ MES พบวาเอนไซม ์่ Os3BGlu6 E178Q และ 
E178A มีคาพีเอชเหมาะ่ สมตอการทํางาน่ ในบัฟเฟอร์  MES คล้ายกน  ั แตมีคาพีเอชเหมาะสมท่ี่ ่  
แตกตางกน่ ั ในบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเตท โดยพบวาไอออนอะซิเตท่ ทาํงานเป็นนิวคลีโอไฟล ์ซ่ึงทาํให ้
เอนไซมส์ามารถกลบัมาทาํหนา้ท่ีของการไฮโดรไลลีสได ้การปรับความเขม้ขน้ของนาํตาลหมูให้้ ่  GA4-
Glc และนําตาลหมูรับ้ ่ โซเดียมเอไซด์เพื่อทดสอบผลกระทบต่อการเคล่ือนย้ายหมูนําตาล่ ้  
พบวา่ โซเดียมเอไซด์ท่ีความเขม้ขน้สูงสามารถยบัยงัการทาํงานของเอนไซม์ ้ Os3BGlu6 E178Q 
แตไมมีผลตอการทาํงานของเอนไซม ์่ ่ ่ Os3BGlu6 E178A เม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมเอไซดเ์พิมขึนถึง ่ ้
400 mM การยอยสลายและการเ่ คล่ือนยา้ยหมูนาํตาลของเอนไซม ์่ ้ Os3BGlu6 และเอนไซมก์ลายพนัธ์ุ 
ยนืยนักลไกการทาํงานของเอนไซมแ์ละหนา้ท่ีของกรดอะมิโน M251 E178 และ E394 ตอการทาํงาน่  
ของเอนไซม ์
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GIBBERELLIN/GIBBERELLIN A4-GLUCOSYL ESTER/β-GLUCOSIDASE/RICE 
/RECOMBINANT EXPRESSION/TRANSGLUCOSYLATION  
 
 In order to monitor the extraction of β-D-glucosidases that can hydrolyze 
gibberellin (GA) conjugates from rice, 9 GA conjugates, which included acetylated and 
deacetylated gibberellin GA4 glucosyl esters (GA4-Glc), acetylated and deacetylated GA3 
glucosyl esters, GA4 methyl ester, GA3 methyl ester, 3-O-β-D-glucopyranosyl gibberellin 
A3 methyl ester, 13-O-β-D-glucopyranosyl gibberellin A3 methyl ester and β-D-gluco-
pyranosyl gibberellin A4 methyl ester, were synthesized. Their structures were identified 
with nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS). 
 To identify a GA β-D-glucosidase from rice, ten-day rice seedling shoots and 
leaves were extracted and the β-D-glucosidase activities were purified with seven 
purification steps. The fractions were monitored for hydrolysis of p-nitrophenyl β-D-
glucopyranoside (pNPGlc) and GA4-Glc. A family 1 glycoside hydrolase with relatively 
high activity to hydrolyze GA4-Glc, Os4BGlu13 β-glucosidase, was identified in the final 
fraction by LC-MS of peptides generated by tryptic digestion. 
 In a second approach to identify a GA β-D-glucosidase, five recombinantly 
expressed rice GH1 enzymes, Os3BGlu6, Os3BGlu7 (BGlu1), Os4BGlu12, Os3BGlu18 
and Os9BGlu31, were tested for relative hydrolysis activities toward pNPGlc and GA4-
Glc. Os3BGlu6 was found to have the highest hydrolysis activity to GA4-Glc among these 
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enzymes. To compare the mechanism of hydrolysis of esters and glycosides and study 
GA4-Glc binding, Os3BGlu6 and its mutants M251N, E178Q, E178A, E394D and E394Q 
were produced and their kinetic parameters for hydrolysis of pNPGlc and GA4-Glc 
determined. The relative activities of Os3BGlu6 M251N were 52% for pNPGlc, 89% for 
GA4-Glc compared to its wild type. The acid-base mutants E178Q and E178A were 
unable to hydrolyze pNPGlc, but maintained 13% and 22% of their activities toward GA4-
Glc compared to their wild type, respectively. The nucleophile mutants E394D and E394Q 
were found to completely lose hydrolytic activity for both pNPGlc and GA4-Glc. 
 The transglucosylation activities were studied for Os3BGlu6 and its mutants. Both 
Os3BGlu6 E178Q and E178A could produce transglucosylation products when pNPGlc or 
GA4-Glc was used as donor and sodium azide as acceptor. The prominent transgluco-
sylation product was isolated by HPLC, and identified by NMR and mass spectra as β-D-
glucopyranosyl azide. The activities versus pH profiles for transglucosylation of azide 
with GA4-Glc donor were determined in sodium acetate and MES buffers. The Os3BGlu6 
E178Q and E178A mutants showed similar optimum pH ranges in MES buffer, but 
different optimum pH in sodium acetate buffer. The acetate ion was found to act as a 
nucleophile in the reaction to rescue the hydrolysis activity. The concentrations of GA4-
Glc donor and sodium azide acceptor were varied to test their effects on transglucosylation 
kinetics. High concentrations of sodium azide were found to inhibit the reaction for 
Os3BGlu6 E178Q, but not for Os3BGlu6 E178A when the concentration of Na-azide was 
increased up to 400 mM. The hydrolysis and transglucosylation activities for Os3BGlu6 
and its mutants confirmed its retaining catalytic mechanism, and the roles of the residues 
M251, E178 and E394 in the catalytic process. 
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